Reprodutibilidade de um teste microbiológico para estreptococos do grupo mutans by PINELLI, Camila et al.
Pesq Odont Bras
v. 14, n. 1, p. 13-18, jan./mar. 2000.
Reprodutibilidade de um teste microbiológico para
estreptococos do grupo mutans
Reproducibility of a simplified microbiological test for
mutans streptococci
Camila PINELLI*
Leonor de Castro Monteiro LOFFREDO**
Mônica Campos SERRA***
PINELLI, C.; LOFFREDO, L. C. M.; SERRA, M. C. Reprodutibilidade de um teste microbiológico para estreptococos do
grupo mutans. Pesq Odont Bras, v. 14, n. 1, p. 13-18, jan./mar. 2000.
Com o desenvolvimento de testes microbiológicos salivares simplificados tornou-se mais prÆtico o diagnóstico de paci-
entes com baixa atividade, porØm com alto risco de cÆrie. O propósito desta pesquisa foi avaliar a reprodutibilidade do
CARITEST-SMfi, um teste específico para estreptococos do grupo mutans. Catorze voluntÆrios participaram do estudo.
A produçªo de saliva foi estimulada com uma goma de mascar inerte e coletada atØ a obtençªo do volume suficiente
para a execuçªo de dois testes  pertencentes a dois conjuntos de lotes diferentes de kits CARITEST-SMfi (1 e 2) 
aplicados para um mesmo indivíduo. Dois examinadores calibrados realizaram a leitura de forma independente e
cega, classificando os resultados de duas maneiras: escores de 1 a 6, conforme recomenda o fabricante, e conforme a
classificaçªo quanto à contagem microbiológica, baixa e alta. Foi aplicada a estatística Kappa, segundo Light. Os re-
sultados de concordância, conforme 6 escores, mostraram valores distintos para o conjunto dos kits 1 e para o con-
junto dos kits 2, valendo, respectivamente, κ = 0,57 e κ = 0,21. Em relaçªo à classificaçªo conforme a contagem mi-
crobiológica, alta e baixa, os resultados foram κ = 1,00, para o conjunto dos kits 1, e κ = 0,55, para o conjunto dos
kits 2. Assim, estes índices de concordância mostraram que a diferença no lote exerceu uma variabilidade no resul-
tado. AlØm disso, houve maior concordância interexaminador quando se utilizou a classificaçªo conforme a contagem
microbiológica alta e baixa.
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INTRODU˙ˆO
A cÆrie dental Ø uma patologia que tem início antes
do desenvolvimento da lesªo clinicamente detectÆvel4.
Sua manifestaçªo provØm de uma etiologia multifatori-
al na qual interagem superfície dentÆria, carboidratos
da dieta  principalmente a sacarose  saliva e os mi-
crorganismos da placa bacteriana5,10. Entretanto, nem
todos os indivíduos de uma determinada populaçªo
apresentam predisposiçıes semelhantes para o desen-
volvimento de cÆries. A variabilidade individual do risco
de cÆrie estÆ relacionada, principalmente, com a dieta
consumida e com o nœmero de microrganismos cario-
gŒnicos presentes na placa bacteriana e na saliva23.
Diversas tentativas tŒm sido feitas para se utili-
zar bactØrias bucais ou seus produtos para a pre-
diçªo do risco de cÆrie em humanos22. As prin-
cipais bactØrias associadas à prediçªo do risco de
cÆrie sªo os lactobacilos e os estreptococos do gru-
po mutans21,22.
Testes bacteriológicos foram introduzidos na
Odontologia, na dØcada de 50, quando, atravØs do
`gar Rogosa, foi possível realizar a contagem de
lactobacilos na saliva. Com relaçªo aos estreptoco-
cos do grupo mutans, puderam ser quantificados
atravØs do Ægar mitis salivarius, acrescido do anti-
biótico bacitracina e de uma concentraçªo mais
alta de sacarose, o M.S.B.6. O mØtodo clÆssico,
para a contagem de estreptococos do grupo mu-
tans6, consiste na semeadura de diferentes dilui-
çıes de saliva em vÆrias placas de Ægar M.S.B., in-
cubaçªo em anaerobiose a 37” C e leitura em
microscópio estereoscópico. Maior praticidade
surgiu com mØtodo da espÆtula de madeira, pro-
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posto por KÖHLER e BRATTHALL13, em 1979.
Embora abolisse as diluiçıes, nªo eliminou a ne-
cessidade do Ægar M.S.B., restringindo o seu uso,
devido à vida œtil pequena, de uma semana, após
preparado. Outras tentativas foram propostas
para a obtençªo de mØtodos mais prÆticos de apli-
caçªo clínica, envolvendo o mínimo de treinamen-
to laboratorial e vida œtil mais longa2,8,9,18,20. Em
1987, JORDAN et al.9 desenvolveram um teste sali-
var simplificado, para estreptococos do grupo mu-
tans, em lâmina revestida com Ægar mitis saliva-
rius. Nesse teste a bacitracina Ø adicionada a um
frasco contendo soluçªo tamponada, antes da adi-
çªo de saliva. A lâmina revestida com o Ægar Ø mer-
gulhada na soluçªo e depois transferida para um
outro tubo, para a incubaçªo em presença de um
tablete gerador de gÆs carbônico com duas gotas
de Ægua. Após 48 horas a 37”C, o frasco Ø mantido
por mais 24 horas em temperatura ambiente.
Entªo, Ø feita a avaliaçªo do crescimento, compa-
rando-se a lâmina de Ægar com uma escala padrªo,
fornecida pelo fabricante.
O nível salivar de estreptococos do grupo mu-
tans tem sido utilizado como um indicador do risco
de cÆrie, correlacionando-se tanto à experiŒncia
passada de cÆrie11,15,20,21, quanto à futura atividade
da doença3,7,14.
No Brasil, um teste para estreptococos do grupo
mutans semelhante ao desenvolvido por JORDAN
et al.9, 1987, foi colocado à venda no ano de 1993
(CARITEST SMfi - HERPO/Produtos DentÆrios
Ltda.). Um dos problemas que se apresenta Ø que
todo teste diagnóstico deve ser avaliado do ponto
de vista de sua qualidade, ou seja, de sua capaci-
dade de produzir informaçªo segura. Assim, tor-
na-se bastante oportuno que seja feito um estudo
sobre um aspecto de qualidade do teste: a repro-
dutibilidade, isto Ø, a consistŒncia da informaçªo
quando o teste se repete. É interessante saber se
hÆ concordância entre examinadores, ao atribuí-
rem um diagnóstico de forma independente. Dada
a possibilidade de uso do produto em pesquisas
epidemiológicas bem como na prÆtica odontológica
privada, julgou-se de importância analisar a re-
produtibilidade, verificando-se a concordância in-
terexaminador, após uma calibraçªo prØvia.
Objetivo: analisar os níveis de concordância in-
terexaminador, utilizando dois lotes diferentes do
produto CARITEST SMfi, na leitura dos resultados
microbiológicos, segundo duas classificaçıes:
1. conforme 6 escores, seguindo a recomendaçªo
do fabricante, e
2. conforme a contagem microbiológica: baixa
contagem (escores 1, 2 e 3) e alta contagem (es-
cores 4, 5 e 6).
MATERIAL E MÉTODOS
Para se realizar o teste microbiólogico
CARITEST SMfi, foram selecionados, na Clínica da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba/
UNICAMP, dezesseis voluntÆrios: oito do sexo fe-
minino e oito do sexo masculino, com idade entre 9
e 13 anos. Catorze completaram o estudo. Os vo-
luntÆrios foram agendados e avisados para nªo in-
gerirem alimento ou escovarem os dentes, uma
hora antes da realizaçªo do teste.
Cada kit CARITEST SMfi apresenta material
para a realizaçªo de testes salivares em 5 indivídu-
os. ContØm gomas sem sabor, tubos com diluente
tamponado, tubos com lâmina revestida com meio
de cultura Ægar mitis salivarius, envelopes com
bacitracina, envelopes contendo mistura geradora
de gÆs carbônico e uma escala com 6 densidades
de crescimento das unidades formadoras de colô-
nia (UFC), 10.000, 50.000, 100.000, 250.000,
500.000 e 1.000.000, por mililitro de saliva.
Os indivíduos foram instruídos a mastigar uma
goma, vigorosamente, engolindo a saliva produzi-
da nos primeiros 20 segundos. Em seguida, masti-
garam e verteram toda a saliva produzida, durante
um tempo mØdio de 15 minutos, num copo plÆsti-
co, obtendo-se o volume suficiente para a execu-
çªo de dois testes, para cada participante.
Os voluntÆrios foram dispensados, os recipien-
tes com a saliva foram cobertos com filme de PVC,
transportados ao laboratório e utilizados no prazo
mÆximo de 30 minutos após a coleta. Entªo, os
testes foram realizados, com a temperatura ambi-
ente controlada entre 20 e 22”C. A saliva produzi-
da foi usada para a execuçªo de dois testes de lotes
diferentes (conjunto dos kits 1 e conjunto dos
kits 2) para um mesmo indivíduo.
Para um melhor entendimento do texto utiliza-
ram-se os códigos:
 Tubo A-1: tubo contendo diluente tamponado,
pertencente ao conjunto dos kits 1.
 Tubo B-1: tubo com lâmina de cultura, perten-
cente ao conjunto dos kits 1.
 Tubo A-2: tubo contendo diluente tamponado,
pertencente ao conjunto dos kits 2.
 Tubo B-2: tubo com lâmina de cultura, perten-
cente ao conjunto dos kits 2.
O primeiro teste foi realizado, acrescentando-se
a bacitracina fornecida pelo fabricante (bacitraci-
na USP e aglutinante inerte) e 1,5 ml de saliva, ao
tubo A-1, que foi fechado e gentilmente agitado,
durante 10 segundos, para se homogeneizar a
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mistura. A lâmina com meio de cultura, que estava
acondicionada no tubo B-1, foi retirada e mergu-
lhada no tubo A-1, fechando-o em seguida. Toda a
superfície do meio de cultura foi molhada pela so-
luçªo com saliva. Enquanto isso, no tubo B-1, que
ficou vazio após a remoçªo da lâmina, colocou-se a
mistura geradora de gÆs carbônico, e duas gotas
de Ægua destilada, medidas com conta-gotas. Ime-
diatamente, a lâmina foi removida do tubo A-1, re-
tirando o excesso da soluçªo, e inserida novamen-
te no tubo B-1, que foi fechado e colocado em
estufa a 37” C, por 48 horas. Os mesmos procedi-
mentos, descritos para um tubo do conjunto dos
kits 1, foram realizados, pelo mesmo operador,
simultaneamente para o outro tubo do conjunto
dos kits 2, durante o tempo de 5 minutos totali-
zando os 2 testes para cada voluntÆrio. Após as
48 horas, os tubos foram mantidos em estufa,
numa temperatura de 23 ± 1”C durante 24 horas.
Decorrido este período, procedeu-se à leitura dos
resultados. Para a aplicaçªo dos testes, segui-
ram-se as instruçıes do fabricante, com a padro-
nizaçªo dos procedimentos: a) mediçªo do volume
de 1,5 ml de saliva, com pipeta automÆtica; b) uso
de Ægua destilada; c) controle da temperatura am-
biente em 23 ± 1” C, durante 24 horas.
Avaliaçªo dos resultados microbiológicos
Dois examinadores, ambos cirurgiıes-dentis-
tas, se submeteram a uma calibraçªo prØvia, a fim
de fornecer as condiçıes necessÆrias, para a con-
versªo da aparŒncia da lâmina incubada em nœ-
meros correspondentes às densidades de cresci-
mento (UFC/ml saliva). Na sessªo de calibraçªo,
foi utilizado o quadro de densidade das colônias
fornecido pelo fabricante, que apresentava 6 níveis
de classificaçªo das UFC: 10.000 / 50.000 /
100.000 / 250.000 / 500.000 e 1.000.000, por mi-
lilitro de saliva.
Os 14 testes foram avaliados, seguindo as reco-
mendaçıes do fabricante, pela observaçªo do lado
da lâmina, com a maior densidade de crescimento.
As avaliaçıes foram cegas, jÆ que nenhum exami-
nador teve contato com os voluntÆrios do estudo
em momento algum, e realizadas de forma inde-
pendente: enquanto o examinador 1 lia e anotava
os resultados de um teste do lote 1, o examinador 2
avaliava o teste do lote 2, ambos pertencentes ao
mesmo indivíduo4. Em seguida, o examinador 1
avaliava o resultado do teste do lote 2, enquanto o
examinador 2 examinava o teste do lote 1.
Os resultados foram anotados, em fichas apro-
priadas, conforme duas classificaçıes: em escores
de 1 a 6 e, posteriormente, quanto à contagem mi-
crobiológica baixa (escores de 1 a 3) e alta (escores
de 4 a 6). A linha que divide os escores 3 e 4
(100.000 - 250.000 UFC/ml) da escala de densida-
des representa, em termos de contagem microbio-
lógica, uma alta infecçªo por estreptococos do gru-
po mutans, evidenciando um alto risco de cÆrie9.
Planejamento estatístico
Para a anÆlise da reprodutibilidade interexami-
nador foi aplicada a estatística kappa (κ), segundo
LIGHT17 que permitiu a obtençªo de concordância
por ponto, sendo:
κ = (po − pe)/(1 − pe), onde po Ø a proporçªo ob-
servada de concordância (diagonal principal das
Tabelas 2, 3, 4 e 5) e pe Ø a proporçªo esperada de
concordância. O nível de significância adotado foi
de 5% para a tomada de decisªo.
O padrªo de classificaçªo de concordância se-
guiu o critØrio proposto por LANDIS; KOCH16 (Ta-
bela 1), admitindo-se a aproximaçªo normal para a
variÆvel z = κ/sκ.
RESULTADOS
Obteve-se um valor de kappa significativo
(κ = 0,57) que, dentro do padrªo de classificaçªo
proposto, representa uma concordância regular
para o conjunto dos kits 1 (Tabela 2). Para o con-
junto dos kits 2, obteve-se um valor de κ = 0,21
(Tabela 3), sendo indicativo de concordância sofrí-
vel, embora seja um valor significativo ao nível de
5%. Os resultados de reprodutibilidade interexa-
minador obtidos foram distintos para os kits uti-
lizados, sendo que o conjunto dos kits 1 levou a
resultados mais favorÆveis.
Para a classificaçªo segundo a contagem micro-
biológica alta e baixa, ao ser avaliado o conjunto
dos kits 1, observou-se 100% de concordância
interexaminador (κ = 1,00), ou seja, houve concor-
dância ótima (Tabela 4). Quando se avaliou o con-
junto dos kits 2, observou-se κ = 0,55, indicativo
de uma concordância regular (Tabela 5).
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TABELA 1 - Interpretaçªo da concordância, segundo o
valor de kappa.
kappa Concordância
<0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrível
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Ótima
Fonte: Landis; Koch (1977)16.
DISCUSSˆO
Este trabalho descreve a utilizaçªo do produto
CARITEST SMfi, em que 2 testes microbiológicos de
lotes diferentes foram aplicados para um mesmo
indivíduo. Os resultados obtidos, na classificaçªo
em escores de 1 a 6, e na classificaçªo em conta-
gem microbiológica alta e baixa, foram distintos
para lotes diferentes. Os valores de concordância,
na classificaçªo em 6 escores (Tabela 1), variaram
de regular a sofrível (κ = 0,57 para o conjunto dos
kits 1 e κ = 0,21 para o conjunto dos kits 2).
Maiores valores de concordância foram obtidos na
classificaçªo conforme a contagem microbiológica,
alta e baixa, em que a variaçªo foi de ótima a regu-
lar (κ = 1,00 para conjunto de kits 1 e κ = 0,55
para conjunto de kits 2).
O fato de ter sido observada uma menor concor-
dância interexaminador, nas interpretaçıes dos
resultados conforme 6 escores, Ø justificÆvel, pela
subjetividade da classificaçªo de 6 padrıes, que
possibilita a valores intermediÆrios, que ora sªo
vistos como pertencentes a uma categoria, ora a
outra. Isto ocorre, devido às diferenças sutis entre
as densidades de crescimento adjacentes do qua-
dro de avaliaçªo de resultados microbiológicos.
ADAIR et al.1, em 1994, ao estudarem a concor-
dância interexaminador, mostraram que houve
mais facilidade na interpretaçªo dos resultados,
quando se utilizaram 3 escores (pertencentes ao
quadro de avaliaçªo dos resultados do teste micro-
biológico BACTOTESTfi) ao invØs dos 6 escores,
propostos pelo outro teste, CARIESCREENfi. O
mesmo foi observado por MURTOMAA et al.19, em
1987: o uso de trŒs escores, ao invØs de quatro,
promoveu o aumento da concordância, nas avalia-
çıes realizadas pela equipe de examinadores. No
atual estudo, o valor de concordância foi maior
para a classificaçªo quanto à contagem microbio-
lógica do que para a classificaçªo em 6 escores,
mostrando que hÆ mais discordância ao se utilizar
um nœmero maior de níveis de classificaçªo.
É correto que, na classificaçªo segundo a con-
tagem microbiológica alta e baixa, os valores te-
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TABELA 3 - Classificaçªo dos resultados microbio-
lógicos, segundo a recomendaçªo do fabricante, con-
siderando-se o conjunto dos kits 2, para ambos
examinadores.
Examinador 1
Examinador 2
Escore 1 2 3 4 5 6 Total
1 - - 1 - - - 1
2 - 1 2 - - - 3
3 - - - 2 - - 2
4 - - - 1 1 1 3
5 - - 1 - 1 - 2
6 - - - 1 - 2 3
Total - 1 4 4 2 3 14
po = 0,3571; pe = 0,1837; κ = 0,2125; z = 3,74.
TABELA 2 - Classificaçªo dos resultados microbio-
lógicos, segundo a recomendaçªo do fabricante, con-
siderando-se o conjunto dos kits 1, para ambos
examinadores.
Examinador 1
Examinador 2
Escore 1 2 3 4 5 6 Total
1 1 1 - - - - 2
2 - 2 - - - - 2
3 - 1 2 - - - 3
4 - - - - 1 1 2
5 - - - 1 2 - 3
6 - - - - - 2 2
Total 1 4 2 1 3 3 14
po = 0,6429; pe = 0,1689; κ = 0,5706; z = 4,86.
TABELA 4  Classificaçªo quanto à contagem microbio-
lógica baixa e alta, considerando o conjunto dos kits 1,
para ambos examinadores.
Examinador 1
Examinador 2
Contagem Baixa Alta Total
Baixa 7 - 7
Alta - 7 7
Total 7 7 14
po = 1,00; pe = 0,50; κ = 1,00; z = 3,74.
TABELA 5  Classificaçªo quanto à contagem microbio-
lógica baixa e alta, considerando o conjunto dos kits 2,
para ambos examinadores.
Examinador 1
Examinador 2
Contagem Baixa Alta Total
Baixa 4 2 6
Alta 1 7 8
Total 5 9 14
po = 0,7857; pe = 0,5204; κ = 0,5532; z = 2,09.
nham sido maiores para ambos kits. Entretanto,
os valores de concordância interexaminadores fo-
ram maiores para o kit 1, nas duas situaçıes de
anÆlise. Este fato pode ser justificado pelas condi-
çıes de aplicaçªo do produto, tendo sido melhores
para o kit 1 do que para o kit 2. AlØm disso,
acredita-se que existam fatores inerentes à fabri-
caçªo do CARITEST-SMfi capazes de afetar o resul-
tado.
Durante a utilizaçªo do produto nesta pesqui-
sa, verificou-se uma falta de padronizaçªo na em-
balagem dos tubos. Uns apresentaram só o lacre
plÆstico, enquanto outros, alØm do lacre plÆstico,
continham fita veda-rosca branca. Relatou-se
tambØm uma variaçªo de volume do diluente tam-
ponado, dentro de um mesmo kit. Isso poderia
implicar em diferentes diluiçıes da bacitracina e
afetar o crescimento das bactØrias. AlØm disso,
houve crescimento fœngico sobre duas lâminas de
Ægar, antes de expirado o prazo de validade, e estes
tubos foram excluídos da pesquisa. KOGA, et al.12,
1995, tambØm tiveram de excluir dois conjuntos
de testes, do mesmo produto, porque, apesar de
estarem dentro do prazo de validade, dois frascos
da soluçªo tampªo encontravam-se contaminados
e duas lâminas plÆsticas tiveram seus meios res-
secados e descolados.
A falta de padronizaçªo do produto, somada aos
valores distintos de concordância, encontrados no
presente trabalho, suportam a afirmativa de que a
diferença no lote e a avaliaçªo em 6 escores resul-
taram numa variabilidade no resultado, podendo
colaborar para níveis baixos de sensibilidade e es-
pecificidade, afetando a eficÆcia do teste microbio-
lógico. Recomenda-se, portanto, a classificaçªo di-
cotômica dos resultados, em alta e baixa contagem
microbiológica, que favoreceu a reprodutibilidade
interexaminador, possibilitando um resultado
mais confiÆvel.
É importante associar-se os resultados micro-
biológicos aos dados clínicos22, no momento da
avaliaçªo do risco ou da atividade de cÆrie dos pa-
cientes submetidos ao tratamento odontológico,
dadas as limitaçıes apresentadas pelo produto.
Novos trabalhos sªo necessÆrios para comprovar a
sua eficÆcia, visto que o teste microbiológico sim-
plificado, que possui maior praticidade em relaçªo
ao mØtodo convencional, Ø considerado um dos pa-
râmetros a serem avaliados no diagnóstico do risco
de cÆrie.
CONCLUSÕES
Quando os resultados do teste microbiológico
foram classificados, conforme a recomendaçªo do
fabricante, em escores de 1 a 6, o índice de con-
cordância interexaminador variou de regular
(κ = 0,57) a sofrível (κ = 0,21). Entretanto, quando
se adotou a classificaçªo conforme a contagem mi-
crobiológica alta e baixa, o índice de concordância
variou de ótimo (κ = 1,00) a regular (κ = 0,55). Por-
tanto, pelos valores obtidos para os índices de con-
cordância, nas 2 situaçıes de anÆlise  na inter-
pretaçªo segundo recomendaçıes do fabricante e
na classificaçªo quanto à contagem microbiológi-
ca, alta e baixa  alcançou-se maior reprodutibili-
dade diagnóstica na œltima situaçªo.
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The development of simple predictive microbiological tests allows targeting those children at highest risk for caries,
even if they do not exhibit the disease activity. The aim of this study was to evaluate the reproducibility of CARITEST
SMfi, a dip slide test for mutans streptococci. Fourteen subjects participated in this study. Saliva was stimulated by
having the subject chew an inert gum and then collected until there was enough to perform two CARITEST SMfi tests -
from different batches (set of kits 1 and set of kits 2)  applied twice for the same subject. Two calibrated examiners
read each dip slide test once, by independent and blind means. The results were classified according to two criteria:
scores from 1 to 6, recommended by the manufacturers instructions, and scores according to high and low microbio-
logical count. Kappa statistics was applied according to Light. The reproducibility results according to the 6 scores ex-
hibited distinct values for the set of kits 1 and for the set of kits 2, κ = 0.57 and κ = 0.21, respectively. The results ac-
cording to high and low microbiological count were κ = 1.00 for the set of kits 1 and κ = 0.55 for the set of kits 2. This
study showed a variability in the results of both kits from different batches. Furthermore, there was greater
interexaminer agreement when the results were classified according to high and low microbiological count.
UNITERMS: Microbiological tests; Saliva; Dental caries.
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